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はじめに 
 哺乳類の子宮内膜は，上皮細胞と間質細胞で構成
されており，発情周期に伴い増殖や分化が制御され
ている。この制御は子宮内膜内で産生されている成
長因子が担っており[1-2]，成長因子の発現制御には
卵巣から放出される性ステロイドホルモンが関与し
ていることが知られている[3]。そこで，性ステロイ
ドホルモンに制御され，子宮内膜細胞の増殖の制御
機構に関わっていると考えられる Kallikrein (Klk) に
注目した。 
 Klk は 15 個の機能的な遺伝子によってファミリー
を形成しており，セリンプロテアーゼ活性を持つ分
泌性のタンパク質をコードしている。特にマウス
(Mus musculus)においては，Klk ファミリーの 1 つで
ある Klk1 が遺伝子重複を起こし，14 個の機能的遺伝
子を含む 24 個の遺伝子を生み出した(図 1)。体内の
各組織には Klk ファミリーのうちのいずれかが発現
している[4]。なかでも顎下腺には様々な Klk が発現
しており[5]，腺房に mRNA発現が確認される(図 2)。
さらに Kallikrein 遺伝子は性ステロイドホルモンを
含む様々なホルモンによって発現を制御されている
ことが知られている[6]。 
Kallikrein は血圧降下を引き起こす因子として発見
され，今日では血管新生，ペプチドの活性化，
insulin-like growth factor binding proteins (IGFBPs)の分
解など多様な生理作用をもち，さらには生殖器官系
のガンの形成や進行にも関与していると考えられて
いる[7-9]。 
 
図 1 マウスの Kallikrein ファミリー遺伝子座の模式
図。マウスには Klk1 から 15(ただし Klk 3 を除く)の
14 個の機能的な遺伝子を持つ。白く抜けている矢印
で示された遺伝子は偽遺伝子である。 
 
そこで我々は Klk ファミリーのうち，マウスの子宮
において発現している Klk の性ステロイドホルモン
による発現制御を解析した。 
 
材料と方法 
実験動物 
 
 
図 2 マウス顎下腺におけるKlk 1 mRNA発現の局在。 
ヘマトキシリン - エオシン染色 (A,B) と in situ 
hybridization(C, D)。C：DIG で標識した Klk 1 アンチ
センス RNA プローブ。D：センス RNA プローブ。
Bar=50µm。 
 
 Jcl : ICR 系統雌マウス(8-9 週齢)を用いた。雌マウ
スの発情周期を知るために膣スメア検定を行った。
爪楊枝の先に脱脂綿を巻きつけて湿らせ，その爪楊
枝を雌マウスの膣口に挿入して膣上皮細胞を掻き取
った。掻き取った膣上皮細胞の形態を光学顕微鏡で
観察し，球形有核上皮組織と白血球を持つものを発
情間期，角質化無核上皮細胞を持つものを発情期と
した。なお，実験は岡山大学動物実験規則に基づき
実施した。 
 
子宮内膜細胞の培養とホルモン投与 
 Jcl : ICR 系雌マウス(19-21 日齢)を用いた。子宮か
ら子宮内膜上皮細胞と間質細胞を単離し，上皮細胞
は無血清培養を行った[10]。単離した上皮，細胞と間
質細胞は poly-L-lysine でコートした培養皿に蒔き，
Dulbecco 改変 Eagle 培地と Ham F12 培地の 1:1 混合
の培養液で培養した。 
Estradiol-17β(E2)は Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 
USA)から購入し，培養細胞に 12 時間作用させた。 
 
RNA 抽出と逆転写 
 TriPure Isolation Reagent (Roche)を用いて行った。採
取した組織は液体窒素で急速凍結し，乳鉢で粉砕し
たあと 1ml の TriPure に加え，シリンジでホモジェナ
イズを行った。細胞は培養液を抜き，TriPure を加え
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た後，1.5ml チューブに移しホモジェナイズを行った。
ホモジェナイズ後はシングルステップ法によりRNA
を 抽 出 し た 。 RNA は Thermoscript Reverse 
Transcriptase (Invitrogen, CA, USA)により逆転写した。 
 
PCR 増幅 
Klk1 の特異的プライマー(FP, CAGCAAAGCCA 
TCCCTCAC; RP, ATGATGTGATACCTTGGAGA)を用
いて Blend Taq (TOYOBO)により RT-PCR 法により増
幅した。内部標準としてリボソームタンパク質
L19(Rpl19, FP, AAATCGCCAATGCCAACTC; RP, 
TCTTAGACCTGCGAGCCTCA)を用いた。アニーリ 
ング温度はそれぞれ 54℃(Klk1)，60℃(Rpl19)で行っ
た。 
 
統計処理 
 データは平均値と標準誤差で表わし， T 検定によ
り検定した。 
 
結果 
マウスの発情周期における Klk 1 mRNA の発現の変
化 
 雌マウスのスメア観察を行い，発情期と発情間期
の時期にサンプリングを行った。サンプリングした 
子宮から RNA を抽出し，RT-PCR によって Klk1 
mRNA 発現を解析した。Klk1 mRNA 発現は発情間期
に比べ，発情期において有意に増加した(図 3)。 
 
 
図 3 発情周期による Klk1 mRNA 発現の変化。発情
期(Estrus)と発情間期(Diestrus)。各 mRNA は，半定量
RT-PCR 法により測定し，Rpl19 mRNA を内部標準と
した。*: p<0.05，発情間期と比較して有意の差。 
 
 
マウス子宮内膜細胞における E2 による Klk1 mRNA
発現に及ぼす効果 
 子宮内膜の上皮細胞と間質細胞に E2(10-9M)を投
与し，12 時間後の Klk1 mRNA の発現を半定量
RT-PCR 法により解析した。子宮内膜上皮細胞，間質
細胞の両細胞において，E2 により Klk1 mRNA の発
現が増加した(図 4)。 
 
 
 
 
 
図 4 マウス子宮内膜の上皮細胞(A)と間質細胞(B)
における E2 投与による Klk1 mRNA 発現の変化。各
mRNA は，半定量 RT-PCR 法により測定し，Rpl19 
mRNA を内部標準とした。*: p<0.05, ***: p<0.005, 対
照群と比較して有意の差。 
 
考察 
Klk1 は様々なホルモンにより発現が制御されるこ
とが知られている。本研究において，マウスの子宮
における Klk1 は E2 により発現が促進されることが
明らかとなった。発情期において，発情間期と比べ
て Klk1 mRNA の発現が増加していたのは，発情間期
終盤から発情前期にかけて急激に増加する E2 の影
響によるものであることが考えられる。また Klk1 は
子宮内膜の上皮細胞，間質細胞の両細胞において E2
への応答を示したことから，Klk1 は両細胞で共通の
生理作用を担っていることが示唆された。 
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KLK1の基質としては IGFBP3やⅣ型コラーゲンな
どが明らかになっている[9]。IGFBP3 は，insulin-like 
growth factor 1 (IGF1)の結合タンパク質であり，IGF1
による子宮内膜細胞の増殖を抑制する[10]。子宮内膜
細胞への E2 投与によって Igf1 mRNA は増加し[10]，
産生が高まった IGF1 が子宮内膜細胞の増殖を促進
する［1］。E2 投与により同様に産生が高まった Klk1
は IGFBP3 の分解を促進すると考えられる。このよ
うに子宮内膜で発現する Klk1 は，子宮内膜における
細胞増殖の制御に関与していることが推察される。
しかしながら子宮内膜細胞におけるKlk1の詳しい発
現制御機構や発現細胞は明らかとなっておらず，生
理作用も不明なため，さらに研究を進めていく必要
がある。 
 
要約 
 マウス子宮におけるKlk1の発現制御について解析
をした。Klk1 は E2 により mRNA 発現が促進される
ことが明らかになった。この発現制御により Klk1 が
子宮内膜細胞の細胞増殖のメカニズムに関与してい
ることが示唆された。 
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